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摘要 : 目的 : 探讨 shPLCe 对 膀胱 癌 T24 细胞 瓦 伯 格 效应 的 影响 及 其 相关 机 制 。 

(1) 慢 病 毒 感染 T24 细胞 ， 葡 萄 糖 测 定 试剂 使 和 乳酸 测试 盒 分 别 检测 细胞 葡萄 糖 利 用 和 
乳酸 生成 情况 ; q-PCR、Western blot 分 别 检 测 PLCs. CDC25A 及 瓦 伯 格 效应 相关 分 子 的 表 
ko (2) 转 数 shCDC25A 质粒 ，q-PCR、Western blot 检测 CDC25A 的 表达 ; Western blot 
检测 瓦 伯 格 效应 相关 分 子 的 表达 情况 。 结 果 : (1) 慢 病 毒 干扰 PLCs 后 ，T24 细胞 利用 葡 
萄 糖 和 生成 乳酸 的 能 力 降低 ， 同 时 下 调 CDC25A、PKM2、GLUT1、LDHA 的 表达 。 (2) 
干扰 CDC25A 的 表达 后 可 抑制 PKM2、GLUT1、LDHA 的 表达 。 结 论 : shPLCe 通 过 下 调 关 
键 分 子 CDC25A 的 表达 抑制 膀胱 癌 T24 细胞 的 瓦 伯 格 效应 ， 从 而 为 膀胱 癌 的 治疗 提供 了 新 
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膀胱 癌 是 最 常见 的 泌尿 系 恶性 肿瘤 ， 具 有 易 转 移 、 易 复发 等 生物 学 特性 。 据 ， 
最 新 报道 ， 我 国 膀胱 癌 的 发 病 率 为 8.05/10 万 ， 死 亡 率 为 3. 29/10 万 中 。 代 谢 
学 分 析 表 明 ， 癌 细胞 在 有 和 氧 或 无 氧 条 件 下 均 表 现 出 为 糖 酵 解 增 加 的 能 量 代 谢 
表 型 23。 因 此 ， 探 究 膀 胱 癌 能 量 供应 的 分 子 机 制 ， 对 于 提高 膀胱 瘤 的 治疗 至 关 
重要 。 


磷脂 酰 肌 醇 特异 性 磷脂 酶 C epsilon (phospholipase C epsilon , PLCe) 属于 磷 


脂 酶 C 家 族 的 一 员 ， 其 催化 多 磷酸 肌 醇 如 磷脂 酰 肌 醇 4，5- 二 磷酸 CPIP2) ， 
并 产生 第 二 信使 包括 1，4，5- 三 磷酸 和 二 酰基 甘油 内。 近年 来 研究 证 实 ，PLCs 
在 恶性 肿瘤 中 高 表达 ， 且 在 恶性 肿瘤 的 发 生发 展 中 发 挥 重 要 的 作用 。 本 课题 组 
前 期 研究 显示 ，PLCe 在 膀胱 癌 组 织 和 细胞 中 表达 均 增加 , IK PLCs 的 表达 可 以 
降低 糖 原 合 酶 激酶 3 (glycogen synthase kinase 3 beta,GSK-3B) 的 磷酸 化 水 平 ， 
从 而 抑制 膀胱 癌 的 发 生发 展 四 。 瓦 伯 格 效应 是 肿瘤 细胞 在 有 氧 的 条 件 下 通过 糖 
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酵 解 获取 生存 所 需 能 量 的 一 种 方式 ”"。 有 文献 报道 葡萄 糖 转运 蛋白 〈glucose 
transporter,GLUT) 、 乳 酸 脱氧 酶 〈lactate dehydrogenase ,LDHA) 、M 型 丙酮 酸 
激酶 (pyruvate kinase,PKM ) 等 在 大 多 数 肿 瘤 中 高 表达 ， 同 时 应 用 FDG- 
PET/CT 等 检测 方法 证 实 肿 瘤 细胞 利用 葡萄 糖 的 能 力 强 于 正常 细胞 SI。 本 课题 
组 芯片 结果 显示 涡 低 膀胱 癌 T24 细胞 中 PLCs 的 表达 可 以 下 调 LDHA 的 表达 。 
在 此 基础 上 , 研究 膀胱 癌 细 胞 T24 中 PLCs 的 高 表达 是 否 是 通过 细胞 分 裂 周 期 素 
25A(cell division cycle 25A,CDC25A) 参 与 膀胱 癌 T24 细胞 的 瓦 伯 格 效应 , 从 而 为 
膀胱 癌 的 治疗 提供 一 个 新 的 思路 。 


1 材料 与 方法 

1.1 细胞 株 

人 膀胱 癌 细 胞 株 T24〈 重 庆 医 科大 学 临床 检验 诊断 学 教育 部 重点 实验 室 保 存 ) 
1.2 病毒 和 质粒 

阴性 对 照 慢 病毒 LV-shNC 及 PLCg 的 干扰 慢 病毒 LV-shPLCe 购 自 上 海 吉 玛 制 药 
ERARAS, 序列 信息 见 表 1; 阴性 对 照 质粒 pGPU6/GFP/Neo-shNC 及 
CDC25A 的 干扰 质粒 pGPU6/GFP/Neo-shCDC25A 购 自 上 海 吉 玛 制药 技术 有 限 公 
司 ， 序 列 信 息 见 表 2 


表 1 慢 病毒 信息 


Tablel lentivirus sequence 


lentivirus name Lentivirus sequence( 5'-3') 


LV-shPLCe Sense: GGTTCTCTCCTAGAAGCAACC 
Antisense: CCAAGAGAGGATCTTCGTTGG 


LV-shNC Sense: TTCTCCGAACGTGTCACGT 
Antisense: AAGAGGCTTGCACAGTGCA 


表 2 质粒 信息 


Table2 plasmid vector sequence 


Plasmid name Plasmid sequence( 5'-3') 


pGPU6/GFP/Neo- Sense:CACCGTTCTCCGAACGTGTCACGTTTCAAGAGAACGTGACACGTTCGGAGAATTTTTTG 
shCDC25A 
Antisense: GATCCAAAAAATTCTCCGAACGTGTCACGTTCTCTTGAAACGTGACACGTTCGGAGAAC 


pGPU6/GFP/Neo-shNC Sense:CACCGCAGGGAATTTCATTCCTCTTTCAAGAGAAGAGGAATGAAATTCCCTGTTTTTTG 


Antisense:GATCCAAAAAACAGGGAATTTCATTCCTCTTCTCTTGAAAGAGGAATGAAATTCCCTGC 


1.3 主要 试剂 

细胞 培养 基 RPMI1640 和 胎 牛 血清 〈( 均 购 于 Gibco 公司 ) ; RR 
lipofectamine 2000 (Invitrogen 公司 ) ; EBER CL RK RPA IA 
司 ) ; 78) ai A SL A CE FAT: 
RNA 提取 试剂 盒 Trizol 、 RT-PCR 试剂 盒 和 Real-time PCR 试剂 盒 〈Takara 生物 
技术 有 限 公 司 ) ; PCR 引物 合成 〈Invitrogen 公司 ) ; 蛋白 提取 试剂 盒 及 
Western blot 相关 试剂 〈 上 海外 云天 公司 ) ; PVDF 膜 (美国 Millipore 公司 ) ; 
山羊 抗 人 多 克隆 抗体 PLCe( Santa cruz 公司 ) ， 免 抗 人 PKM2 抗体 〈Cell signaling 
technology 公司 ) ; 免 抗 人 CDC25A、GLUT1 (Wanleibio AFJ) ; 鼠 抗 人 
LDHA (Santacruz 公司 ) ; B-actin 多 克隆 抗体 〈 北 京 中 杉 金 桥 生 物 技术 有 限 
公司 ) 。 

1.4 方法 

1.4.1 细胞 培养 

膀胱 癌 细 胞 株 T24 常规 培养 于 RPMI1640 完全 培养 基 〈 含 10% 胎 牛 血清 ) ， 置 
于 37C、5% CO2 的 湿度 饱和 培养 箱 中 培养 ， 待 细胞 贴 壁 且 生长 至 80% 一 909% 
时 以 0.25% 胰 酶 消化 法 进行 传代 。 

1.4.2 不 同 组 慢 病毒 感染 和 稳定 细胞 株 的 筛选 

SBS tes T24 细胞 消化 后 ， 接 种 于 6 孔 板 中 (每 孔 5*10*) 待 细胞 生长 融合 度 达 
409% 一 60%， 更 换 墙 养 基 ， 同 时 分 别 在 其 中 两 个 孔 中 加 入 2uLPolybrene 之 后 再 
分 别 加 入 15uL 的 LV-shNC、LV-shPLCe 病 毒 原液 ， 轻 轻 摇 匀 ， 置 于 37°C、 
5%CO2 IEF EOE A 48h 后 观察 细胞 状态 和 转 染 效率 。 将 被 病毒 感染 的 细胞 进行 
传代 ， 待 细胞 生长 融合 度 达到 30%, 更 换 培养 基 ， 同 时 加 入 lug/mL WI ae a HE 
行 筛选 ，1 周 后 获得 稳定 细胞 株 。 

1.4.3 不 同 组 质粒 (shNC 和 shCDC25A) 转 染 T24 细胞 


细胞 转 染 时 实验 分 为 3 组 :空白 对 照 组 ( 仅 加 入 无 血清 培养 基 + 转 染 试 剂 )》、 阴 
性 质粒 组 〈 无 血清 培养 基 + 转 染 试剂 + 阴性 对 照 质粒 ) 、 特 异性 阳性 质粒 组 〈 无 
血清 培养 基 + 转 染 试剂 + 阳性 质粒 ) 。 转 染 前 一 天 ， 将 膀胱 癌 T24 细胞 消化 后 ， 
接种 于 6 孔 板 中 (EFL 5*104) EF 37C,5%CO> 培养 箱 内 常规 培养 ， 待 细胞 生长 
融合 度 达 70 一 80%， 用 lipofectamine 2000 试剂 进行 转 染 ， 每 孔 按 2ug 质粒 和 
4uL lipofectamine 2000 转 染 试剂 分 别 用 250uL 无 血清 1640 培养 基 稀 释 后 ， 室 
静 置 Smin 后 将 二 者 混 匀 后 再 静 置 20min， 每 孔 加 入 500uL 混合 复合 物 ， 同 时 再 
补 加 1.SmL 无 血清 培养 基 ， 轻 轻 混 匀 后 放 入 培养 箱 中 培养 4~6h 后 ， 更 换 含 血清 
培养 基 ， 继 续 培养 48h 后 ， 继 续 后 续 所 需 实验 。 
1.4.4 试剂 使 检 测 葡 萄 糖 的 消耗 和 乳酸 的 生成 
将 季 选 好 的 加 入 病毒 的 稳定 细胞 株 及 未 做 任何 处 理 的 T24 细胞 接种 于 6 孔 板 中 
(每 孔 5*10°), HEF 37°C. 5%CO2 孵 箱 培养 24h， 收 集 上 清 ， 同 时 消化 细胞 ， 
并 对 各 组 的 细胞 进行 计数 ， 收 集 上 清 并 以 1500rpm/min 离心 10min, 弃 沉渣 留 上 
清 。 按 照 葡 萄 糖 检测 试剂 盒 和 乳酸 检测 试剂 盒 说 明 书 ， 检 测 各 组 的 葡萄 糖 的 利 
用 和 乳酸 生成 量 。 
1.4.5 PCR 检测 PLCs 和 CDC2SA 的 m RNA 表达 水 平 
常规 培养 未 处 理 的 T24 细胞 、 上 述 筛选 出 的 稳定 细胞 ， 采 用 Trizol 法 抽取 细胞 
总 RNA。 利 用 反 转 录 试 剂 盒 将 提取 的 RNA 逆转 录 成 cDNA， 然后 以 cDNA 为 
模板 进行 q9-PCR( 以 B-antin 为 内 参 ) 和 RT-PCR (以 B-antin 为 内 参 ) 检 测 。 反 应 条 
1$: 预 变性 95°C 3min; 变性 95°C 10s; 退火 温度 〈 不 同 基因 对 应 不 同 的 温度 ) 
30s; 延伸 72°C 20s; 共 40 个 循环 (RT-PCR 为 30 个 循环 ) 。q-PCR 结果 ， 根 据 
读 取 的 CT 值 采 用 24T 法 分 析 ，mRNA 相对 表达 量 =2 ~ [CCT CT Be) (CT SE CT 
#2)l 。RT-PCR 结果 用 Quantity One 软件 分 析 条 带 的 灰 度 值 ，mRNA 相对 表达 
量 = 目的 条 带 灰 度 值 / 内 参 条 带 灰 度 值 。 所 用 引物 序列 见 表 3。 

表 3 引物 信息 


Table 3 The sequence of Primer for PCR 


BU 


Gene Forward primer(5'to 3') Reverse primer( Sto 3') 
PLCe GCAACTACAACGCTGTCATGGAG CCTCATGGTCTCAATATCAGACTGG 
CDC25A TTCCTCTTTTTACACCCCAGTCA TCGGTTGTCAAGGTTTGTAGTTC 
PKM2 AAATCACGCTGGATAACGC CAGGAAGTCGGCACCTTT 


GLUTI TGCTCATCAACCGCAACGA CCGCATCATCTGCCGACT 


LDHA TCAGCCCGATTCCGTTAC CCAATAGCCCAGGATGTG 
B-actin GGGACCTGACTGACTACCTC ACGAGACCACCTTCAACTCCAC 


1.4.6 Western blot 检测 蛋白 表达 水 平 

常规 培养 未 处 理 的 T24 细胞 、 上 述 和 饰 选 出 的 稳定 细胞 ， 按 常规 方法 提取 细胞 总 
EAH, BCA 法 测定 蛋白 浓度 。 和 蛋白 上 样 量 约 为 30ng， 经 十 二 烷 基 硫酸 钠 - 聚 丙 
K i Hè e i E yk (sodium dodecylsulfate-polyacrylamideelectrophoresis , SDS- 
PAGE) DAJ, WE ER in 5 Zi (polyvinylidene fluoride, PVDF) Ji, 
5% 封 闭 液 室温 封闭 2h 后 加 入 相应 一 抗 °C BLK; TBST 洗涤 Sminx6 次 , 加 
入 相应 二 抗 室 温 孵 育 1h; TBST 洗 膜 Sminx6 次 ，ECL 暗室 化 学 发 光 检测 。 实 
验 结果 采用 ImageJ 软件 进行 灰 度 定量 分 析 , 并 将 目的 蛋白 灰 度 与 内 参 B-actin 灰 
度 的 比值 作为 目的 蛋白 的 相对 表达 量 。 

1.4.7 统计 学 分 析 

实验 结果 采用 SPSS 17.0 软件 进行 统计 分 析 。 计 量 资料 用 均 数 土 标准 差 (xts) 表 
示 ， 多 组 间 比 较 采 用 单 因 素 方 差分 析 ， 组 间 两 两 比较 采用 1t 检 验 。P<0.05 认为 
差异 有 统计 学 意义 。 

2 结果 

2.1 转 染 LV-shNC、LV-shPLCs 慢 病毒 及 稳定 细胞 株 的 筛选 
LV-shNC、LV-shPLCe 慢 病毒 成 功 感染 T24 细胞 ， 并 筛选 出 稳定 细胞 株 
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图 1 慢 病毒 感染 膀胱 癌 细胞 T24 后 感染 效率 的 检测 
Fig.1Infection rate of T24 cells infected with lentivirus 
Microscopic image of T24-NC cells (a)Light microscopy image(x100) ( b ) Fluorescent photomicrograph( x 100) ; Microscopic image 


of T24-shPLCE cells ( c ) Light microscopy image(x100) ( d ) Fluorescent photomicrograph( x 100) 


2.2 转 染 LV-shPLCs 慢 病毒 下 调 膀胱 癌 T24 细胞 内 源 性 PLCs 的 表达 

PCR 和 Western blot 结果 分 别 显示 ， 转 染 LV-shPLCs 组 ， 在 mRNA M&E AKF 
PLCs 的 表达 均 低 于 LV-NC 组 (P<0.01) 〈 图 2) ， 而 空白 对 照 组 、LV-NC 组 
PLCs 表 达 无 统计 学 差异 (P>0.05) 〈 图 2) 。 表 明 LV-shPLCs 慢 病毒 成 功 下 调 
T24 细胞 内 源 性 PLCs 的 表达 ， 为 后 续 实 验 黄 定 基础 。 
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图 2 RR ts BE Ja BSA: T24 细胞 内 PLCs 的 表达 


Fig.2 The expression of PLCs inT24 after treated with lentivirus 
(a)Relative mRNA expression of PLCe detected by q-PCR;(b)Expression of PLCe detected by Western Blot;(c)Relative protein 
expression of PLCe;**P< 0.01,***P<0.001 compared with blank control and LV-NC control 


2.3 下 调 PLCs 的 表达 抑制 T24 细胞 利用 葡萄 糖 及 生成 乳酸 
葡萄 糖 消 耗 检测 实验 结果 显示 ， 转 染 LV-shPLCs 组 24h 利用 葡萄 糖 的 能 力 较 
LV-NC 组 和 Blank 组 均 减 弱 (P<0.01) (图 3a) ;乳酸 生成 检测 实验 显示 ， 转 染 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


LV-shPLCe 组 24h 生成 乳酸 的 量 较 LV-NC 组 和 Blank 组 均 减 弱 (P<0.01) (图 
3b) 。 以 上 实验 结果 表明 下 调 PLCe 的 表达 可 以 抑制 T24 细胞 利用 葡萄 糖 及 生成 


乳酸 。 


(a) 
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Glucose consumption 
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图 3 下 调 PLCs 对 膀胱 癌 T24 细胞 利用 葡萄 糖 和 生成 乳酸 的 影响 


Fig.2 The effect of PLCs on glucose consumption and lactate production in bladder cancer T24 cells 
(a)Glucose consumption in T24 cells treated with LV-shPLCe; (b)Lactate production in T24 cells treated with LV-shPLCe ; **P< 0.01 
compared with blank control and LV-NC control 


2.4 F PLCs) CDC25A 以 及 瓦 伯 格 效应 相关 分 子 的 表达 也 降低 

q-PCR 结果 显示 ， 转 染 LV-shPLCe#H CDC25A, PKM2, GLUTI, LDHA 在 
mRNA 水 平 的 表达 量 均 低 于 对 照 组 ， 差 异 均 有 统计 学 意义 (P<0.01) ¢ 
4a) ; Western blot 结果 显示 CDC25A, PKM2, GLUTI, LDHA 在 蛋白 水 平 的 
表达 量 与 PCR 结果 一 致 〈 图 4b,4c) 。 以 后 上 实验 结果 表明 ， 下 调 PLCs 的 表达 
能 够 降低 CDC25A、PKM2、GLUT1、LDHA 的 表达 。 


Blank EE3 Blank 
(a) 1.5 wes LS (b) a © £40 E LV-NC 
+ xX N 8 E LV-shPLCe 
E LV-shPLCe S ; E S 
3 X v 2 go 
3 CD20 a 5 0s 
g a ao 
$ PKM2 | su £04 
f À = g 
2 cLUT E ST 2 02 
& —<— - — 2." 
g H E il; LDHA | we See Se Sign Š E 
; E 
er v% S xV -actin C E 4 X v 
E È S&S 8 P-actin mm gs & SS 
© 


4 下调 PLCs 对 CDC25A 和 瓦 伯 格 效应 相关 部 分 分 子 的 影响 
Fig 4.The effect of PLCe on CDC2SA and the molecule related with Warbury Effect 
(a) CDC25A, PKM2, GLUTI, LDHA mRNA expression detected by q-PCR; **P < 0.01 , compared with Blank and LV-NC control 


(b) CDC25A 、 PKM2 、GLUT1 LDHA protein expression detected by western blot ; ( ce ) *P < 0.05,**P < 0.01 , 
***P<().001,compared with Blank and LV-NC control 


2.5 转 染 shCDC25A 质粒 下 调 膀胱 癌 T24 细胞 内 源 性 CDC25A 的 表达 

PCR 和 Western blot 结果 分 别 显示 ， 转 染 shCDC25A 组 ， 在 mRNA 和 和 蛋白 水 平 
CDC25A 的 表达 低 于 LV-NC 组 (P<0.01) (图 5) ; 而 空白 对 照 组 、LV-NC 
组 PLCs 表 达 无 统计 学 差异 (P>0.05) (AS) 。 表 明 shCDC25A 成 功 下 调 T24 
细胞 内 源 性 CDC25A 的 表达 ， 为 后 续 实验 葛 定 基础 。 
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2 感染 质粒 后 膀胱 癌 细 胞 T24 细胞 内 CDC25A 的 表达 
Fig.2 The expression of CDCD25A inT24 after treated with plasmid 
(a)Relative mRNA expression of CDC25A detected by q-PCR;***P<0.001 compared with blank control and shNC control 
(b)Expression of CDC25A detected by Western Blot;(c)Relative protein expression of CDC25A;**P< 0.01 compared with blank 
control and shNC control 


2.6 Fi CDC25A 抑制 PKM2, GLUT1, LDHA 的 表达 

Western blot 结果 显示 ， 转 染 shCDC25A 质粒 后 ， 膀 胱 癌 T24 细胞 中 PKM2、 
GLUTI, LDHA 蛋白 水 平 降低 (P<0.05) (图 6) 。 表 明 下 调 CDC25A 的 表达 可 
以 下 调 PKM2, GLUTI, LDHA 的 表达 。 
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6 下 调 CDC25A 抑制 PKM2、GLUT1、LDHA 的 表达 
Fig 6. Down - regulation of CDC25A inhibits the expression of PKM2、 GLUTI, LDHA 
(a)PKM2, GLUTI, LDHA protein expression detected by western blot ; (b) )Relative protein expression of PKM2, GLUTI, 
LDHA ; *P<0.05,**P< 0.01 compared with blank control and LV-NC control 


3. We 

PLCs 作 为 PLC 家 族 的 成 员 之 一 ， 除 了 有 具有 典型 的 催化 结构 域 XY、C2 结构 域 
外 ， 还 具有 羧基 端的 Ras 结构 域 RA 和 氢 基 酸 的 鸟 背 酸 交换 因子 结构 域 
CDC250%11, 这 些 特 殊 的 结构 域 可 以 激活 多 条 信和 号 通路 ， 促 进 恶 性 肿瘤 的 发 生发 
展 。 已 有 研究 证 实 PLCs 的 高 表达 与 多 种 瘤 症 的 发 生 有 关 ， 包 括 骨 癌 和 食管 鲜 状 
细胞 癌 "2 归 。 近 年 来 ， 本 课题 组 研究 表明 PLCe 的 高 表达 与 泌尿 系 系统 肿瘤 膀胱 
癌 和 前 列 腺 癌 的 发 生发 展 侵袭 转移 相关 ， 但 与 膀胱 癌 的 瓦 伯 格 效应 的 关系 尚 不 


VE 
清楚 。 


瓦 伯 格 效 应 被 证 实在 大 多 数 恶 性 肿瘤 中 为 肿瘤 的 发 生发 展 以 及 侵袭 转移 提供 
能 量 ， 是 癌 细 胞 由 于 生长 过 快 处 于 缺 氧 状态 使 线粒体 功能 受 损 后 ， 糖 代谢 至 丙 
酮 酸 后 不 再 通过 线粒体 进行 有 氧 氧化 而 是 通过 乳酸 脱氧 酶 转变 成 乳酸 0%9。 课 
题 组 前 期 蕊 片 结果 显示 ， 裔 减 PLCe 的 表达 后 LDHA 的 表达 也 随 之 降低 。 因 此 
本 研究 探讨 了 膀胱 癌 T24 细胞 PLCs 的 高 表达 与 瓦 伯 格 效应 的 关系 。 研 究 结果 显 
示 ， 用 LV-shPLCe 敲 低 T24 细胞 中 PLCs 的 表达 后 ，T24 细胞 利用 葡萄 糖 的 能 
和 生成 乳酸 的 能 力 均 下 降 ，PKM2、GLUT1、LDHA 在 基因 水 平和 蛋白 水 平 的 
表达 均 降 低 ， 表 明 下 调 PLCe 的 表达 可 以 抑制 膀胱 癌 T24 细胞 的 瓦 伯 格 效应 。 

CDC25A 是 一 种 具有 双重 特性 的 蛋白 磷酸 酶 ， 可 以 调节 细胞 周期 的 进展 09， 
包括 促进 作用 和 凋 亡 作用 ， 在 人 类 多 种 癌症 细胞 中 呈 异 常 高 表达 ， 很 多 癌 基 因 
可 以 通过 影响 其 活性 或 表达 影响 肿瘤 的 发 生发 展 。 本 课题 组 前 期 研究 显示 PLCE 
可 以 磷酸 化 GSK-38 使 其 失 活 回 ,p-GSK-3B 抑 制 了 CDC25A 蛋白 的 水 解 使 
CDC25A 积累 增加 47。 在 本 研究 中 ， 慢 病毒 干扰 PLCs 的 表达 后 CDC25A 的 表 
达 也 降低 。 已 有 文献 报道 ， 在 脑 胶 质 瘤 细 胞 中 CDC25A 可 以 上 调 PKM2、 
GLUTI, LDHA 的 表达 ， 从 而 促进 瓦 伯 格 效应 和 肿瘤 的 发 生 吧 。 在 本 研究 中 ， 
用 质粒 技术 干扰 膀胱 癌 T24 细胞 内 CDC25A 的 表达 后 ， PKM2、GLUTI1、 
LDHA 的 表达 均 降 低 ， 表 明 干 扰 T24 细胞 中 CDC25A 的 表达 抑制 了 其 瓦 伯 格 效 
Yo 

综 上 所 述 ， 本 研究 揭示 了 干扰 PLCs 的 表达 后 通过 下 调 CDC25A 的 表达 抑制 
膀胱 癌 的 瓦 伯 格 效应 ， 为 抑制 膀胱 癌 的 发 展 提供 了 新 的 方法 和 靶 点 ， 但 其 具体 
相关 机 制 还 有 待 探讨 。 
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Effects of shPLCe on Warburg effect through CDC25A in T24 cells 


HAO Yan-ni! LI Ting! FAN Jia-xin'! LI Luo! NIU Ling-fang! OU Li-ping! WU 
Xiao-hou? LUO Chun-li'* 


(1 Key Laboratory of Clinical Diagnostics Founded by Ministry of Education, College of Laboratory, Chongqing Medical University, 
Chongqing, 400016) 


(2 Department of Urinary Surgery, The First Affiliated Hospital of Chongqing, Medical University, Chongqing, 400016) 
Abstract Objective: To study the effect of shPLCe on Warburg effect in bladder cancer and the 
potential mechanism. Methods:(1) Using lentivirus infecting T24 cells,the glucose consumption 
and lactate production were detected by the corresponding kit. The expression of PLCe 、 
CDC25A and the molecules related with Warburg effect such as PKM2、 GLUT1,. LDHA were 
detected by q-PCR and western blot. (2)To investigate the related molecular mechanism, using 
plasimid infecting T24 cells, the expression of CDC25A was detected by q-PCR and western blot. 
The expression of molecules related with Warburg effect were detected by western blot. 
Result:(1)After reducing the expression of PLCe, glucose consumption and lactate production 
were significantly decreased in the LV-sh PLCe group ,compared with the blank control group and 
LV-NC group (P<0.01) .q-PCR and western blot showed that the expression of CDC25A. PKM2, 
GLUT1 LDHA were remarkably lower in LV-shPLCe group than that in blank group and LV-NC 
group (P<0.05) . (2)Western blot showed that the expression of PKM2、 GLUT1. LDHA were 


remarkably lower in shCDC25A group than in blank group and shNC group(P<0.05), after treated 
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with shCDC25A-plasimid. Conclusion: sh PLCe can reduce Warburg effect through decreasing the 
expression of CDC25A in bladder cancer, which can not provide energy for the development and 


progression of bladder cancer. 


Key words: PLCe CDC25A Bladder cancer Warburg effect 


